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 Os inibidores seletivos da recaptação da serotonina (SSRIs) estão entre os 
medicamentos mais prescritos no mundo e estão presentes em diferentes áreas do 
ambiente. Existem alguns métodos analíticos confiáveis e específicos para a deteção e 
quantificação de SSRIs em amostras ambientais. A maioria dos métodos referidos envolve 
procedimentos de limpeza que geralmente utilizam a extração em fase sólida (SPE) seguida 
de cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massa em tandem (LC/MSn). 
 Neste trabalho procedeu-se ao desenvolvimento e validação de uma metodologia 
analítica para a determinação de Fluoxetina (FLU) e do seu metabolito norfluoxetina 
(norFLU) em mexilhões (Mytillus galloprovincialis). A FLU e a norFLU foram extraídas das 
amostras de mexilhões utilizando acetonitrilo 0,1% ácido fórmico, purificadas com colunas 
Oasis MCX e quantificadas por LC-MS-MS. As recuperações foram de 79,05% e 80,73% para 
a FLU para níveis de fortificação de 5 ng mL-1 e 50 ng mL-1, respetivamente. Para a norFLU, a 
5 ng mL-1, a recuperação foi de 70,78 % e a 50 ng ml-1 foi de 67,99%. 
 As amostras para os ensaios de exposição foram colhidas na Ria Formosa, Portugal. 
Estas amostras foram colocadas em aquários, separados tratando-se de grupo controlo ou 
de exposição, a 75 ng L-1 de fluoxetina. A diferentes períodos de tempo (0, 3, 7, e 15 dias) 
foram removidos dos aquários mexilhões dos grupos controlo e de exposição. Nas amostras 
expostas, a frequência de FLU registada foi de 70, 80 e 100% para os 3, 7 e 15 dias, 
respetivamente. A frequência da norFLU foi mais baixo para os 3 e 7 dias de exposição, 10 e 
50% respetivamente. Em 15 dias de exposição a frequência de norFLU foi 100%. 
 












 Selective serotonin reuptake inhibitor (SSRI) antidepressants are among the most 
prescribed pharmaceuticals worldwide and are ubiquitous in different areas of the 
environment. There are few reliable and specific analytical methods for the detection and 
quantification of SSRIs in environmental samples. The majority of the reported methods 
generally involve cleanup procedures that usually employ solid-phase extraction (SPE) 
followed by liquid chromatography with tandem mass spectrometry detection (LC/MSn). 
 This work was made in order to develop and validate an analytical methodology for 
the determination of fluoxetine (FLU) and it metabolite norfluoxetine (norFLU) in mussels 
(Mytillus galloprovincialis). The FLU and norFLU were extracted from the mussel samples 
using acetonitrile 0.1% formic acid, purified with Oasis MCX column and quantified by LC-
MS-MS. Recoveries were 79.05% and 80.73% for FLU from spiked to 5 ng ml-1 and 50 ng ml-1, 
respectively. For norFLU, 5 ng mL-1, the recovery was 70.78%, and 50 ng ml-1 was 67.99%. 
 Samples for testing exposure were collected in Ria Formosa, Portugal. These samples 
were placed in separate tanks in the case of the control group or exposure to fluoxetine 75 
ng L-1. At different periods (0, 3, 7 and 15 days) mussels were removed from the aquária. 
Were not detected  levels of FLU or norFLU in control samples. In the exposed samples, the 
frequency of FLU was recorded at 70, 80 and 100% for the 3, 7 and 15 days of exposure, 
respectively. The frequency of norFLU was lower for 3 and 7 days exposure, 10 and 50% 
respectively. At 15 days of exposure the frequency of norFLU was 100%. 
 




I. INTRODUÇÃO ...................................................................................................................................... 1 
Vias de entrada no ambiente ........................................................................................................... 2 
Consumo de SSRIs ............................................................................................................................ 3 
Características e modo de ação dos SSRIs .................................................................................. 4 
Características físico-químicas da FLU e da norFLU ................................................................. 5 
Efeitos no ecossistema ..................................................................................................................... 5 
Ocorrência no meio aquífero ......................................................................................................... 6 
 Metodologias analíticas para a determinação de FLU e norFLU ............................................ 9 
Amostragem........................................................................................................................................ 9 
Preparação da amostra ..................................................................................................................... 9 
Extração em fase sólida (SPE) ......................................................................................................... 9 
Métodos de Cromatografia Liquida ............................................................................................. 11 
II. 1. Amostragem ...................................................................................................................................... 20 
II. 2. Materiais e métodos ........................................................................................................................ 23 
II. 2. 1. Reagentes .............................................................................................................................. 23 
II. 2. 2. Soluções ................................................................................................................................ 23 
II. 2. 3. Material e Equipamentos ................................................................................................... 24 
II. 2. 4. Metodologia Analítica ......................................................................................................... 25 
II. 2. 4. 1. Extração ........................................................................................................................... 25 
II. 2. 4. 2. Purificação ....................................................................................................................... 25 
II. 2. 4. 3. Cromatografia Líquida Acoplada à Espectrometria de Massa em Tandem ...... 25 
II. 3. Validação da metodologia analítica .............................................................................................. 27 
II. 3. 1. Sensibilidade ......................................................................................................................... 27 
II. 3. 2. Linearidade ........................................................................................................................... 27 
II. 3. 3. Exatidão e precisão ............................................................................................................. 27 
II. 4. RESULTADOS E DISCUSSÃO ..................................................................................................... 28 
II. 4. 1. Otimização do procedimento de extração ................................................................... 28 





II. 4. 3. Validação ............................................................................................................................... 34 
II. 4. 3. 1. Limites de deteção e limites de quantificação ......................................................... 34 
II. 4. 3. 2. Linearidade ...................................................................................................................... 34 
II. 4. 3. 3. Exatidão e precisão ....................................................................................................... 36 
II. 4. 4. Níveis de FLU e norFLU nas amostras .......................................................................... 37 
Conclusão ................................................................................................................................................... 41 







Índice de tabelas  
Tabela 1: Características físico-químicas da FLU e da norFLU.......................................................5  
Tabela 2: Preparação da amostra, SPE e método analítico na análise de FLU e norFLU no 
ambiente aquático. .................................................................................................................................... 13 
Tabela 3: Peso dos mexilhões de controlo antes e depois de serem triturados ....................... 20 
Tabela 4: Peso dos mexilhões expostos a FLU durante 3 dias, antes e depois de serem 
triturados .................................................................................................................................................... 21 
Tabela 5: Peso dos mexilhões expostos a FLU durante 7 dias, antes e depois de serem 
triturados. ................................................................................................................................................... 22 
Tabela 6: Peso dos mexilhões expostos a FLU durante 15 dias, antes e depois de serem 
triturados .................................................................................................................................................... 22 
Tabela 7: Gradiente cromatográfico..................................................................................................... 26 
Tabela 8: Ensaios de otimização do método de extração e do método de SPE………..……29  
Tabela 9: Ensaios de otimização do método de extração e do método de SPE……………..32 
Tabela 10: Limites de deteção e limites de quantificação para a FLU e a norFLU. .................... 34 
Tabela 11: Valores relativos à exatidão e precisão da FLU e norFLU. ......................................... 37 
Tabela 12: Resultados obtidos nas amostras controlo de mexilhão. ............................................ 39 






Índice de figuras  
Figura 1: Etapas do método de SPE  ..................................................................................................... 10 
Figura 2: Curva de calibração em solvente relativa à FLU............................................................... 35 
Figura 3: Curva de calibração em solvente relativa à norFLU. ....................................................... 35 
Figura 4: Curva de calibração na matriz relativa à FLU. ................................................................... 36 
Figura 5: Curva de calibração na matriz relativa à norFLU. ............................................................ 36 
    
 
Revisão Bibliográfica  




I. INTRODUÇÃO          
 Desde o início dos anos 90 que tem vindo a aumentar a preocupação relativa à 
presença de produtos farmacêuticos e de produtos de cuidados pessoais no ambiente, 
consideradas contaminantes ambientais emergentes (Daughton e Ternes, 1999).  
Os fármacos e os seus metabolitos bioativos são introduzidos continuamente no 
ambiente aquático e, como consequência, têm sido realizados cada vez mais estudos, com o 
objetivo de avaliar os riscos daí inerentes (Daughton e Ternes, 1999). 
Têm sido levantadas preocupações sobre os efeitos potenciais dos fármacos sobre a 
saúde humana e a saúde ambiental. Ao longo dos últimos anos, têm sido realizados vários 
estudos com o objetivo de avaliar a ocorrência, o destino, os efeitos e os riscos destes 
compostos no ambiente (Boxall et al., 2012). 
Apesar de serem detetados no ambiente aquático em concentrações residuais, a sua 
presença suscita preocupação, uma vez que são substâncias biologicamente ativas 
desenhadas para serem persistentes (Boxall et al., 2012). 
 Uma das principais preocupações em torno da libertação de fármacos nas águas 
superficiais é o seu potencial de bioacumulação no ambiente, sendo necessário estudos de 
bioconcentração para a avaliação sob condições laboratoriais controladas, do 
comportamento químico, do impacto ambiental e dos riscos potenciais para a saúde dos 
organismos aquáticos (McEneff et al., 2013).  
O estudo desenvolvido nesta dissertação de mestrado centra-se em dois compostos 
do grupo farmacoterapêutico dos antidepressivos inibidores seletivos da recaptação de 
serotonina (SSRIs) em mexilhões, que se encontram entre as substâncias ativas mais 
prescritas de administração crónica em todo o mundo.  
Uma vez que o modo de ação dos SSRIs se relaciona com a modulação do 
neurotransmissor serotonina, os organismos aquáticos que possuem sistemas fisiológicos 
regulados por transportadores e recetores sensíveis à ativação por estes fármacos são 
potencialmente afetados mesmo que expostos a níveis residuais (Fong e Molnar, 2008; Silva 
et al., 2012). 
A sua presença foi já descrita em diferentes compartimentos ambientais, como águas 
residuais, superficiais, subterrâneas e para consumo humano e sedimentos, em 
concentrações residuais (µg L-1 ou ng L-1) (Silva et al., 2012). Os seus efeitos tóxicos em 




organismos não alvos já se encontram reportados na literatura científica suscitando uma 
crescente preocupação a nível mundial. 
 A fluoxetina (FLU), um dos SSRIs mais consumido, não é completamente 
metabolizado pelo organismo humano e é excretada principalmente sob a forma de 
metabolito, a norfluoxetina (norFLU) (Heberer, 2002). 
 Na avaliação da potencial toxicidade na saúde humana ou ambiental, resultantes da 
presença destes compostos em água, os bivalves são organismos que ao filtrarem grandes 
quantidades de água são particularmente sensíveis à exposição aos contaminantes, sendo 
considerados como bioindicadores de poluição (Klosterhaus, et al., 2013). 
 Com o objetivo principal de avaliar a bioconcentração da FLU e da norFLU, 
procedeu-se ao desenvolvimento e validação de uma metodologia analítica para a sua 
determinação em Mexilhões (Mytillus galloprovincialis) expostos a concentrações 
ambientalmente relevantes. 
 
Vias de entrada no ambiente  
 Os fármacos na sua forma não modificada assim como os metabolitos são excretados 
através das fezes e da urina atingindo diretamente as redes de saneamento, onde são 
conduzidos até às ETARs. Apesar da relevância que apresenta, este não é a única via 
responsável pela introdução de fármacos no meio ambiente (Ruhoy e Daughton, 2008). 
 Os fármacos podem também atingir o ambiente através de descargas das indústrias 
de produção, através do uso de águas residuais para irrigação ou por eliminação através do 
lixo comum, sendo depois enviado para o aterro, onde ocorre a formação de lixiviados que 
podem vir a contaminar o ambiente aquático (Ruhoy e Daughton, 2008).  
 Em 2005, Bound et al. realizaram uma pesquisa sobre a incorreta eliminação de 
fármacos e a perceção dos riscos para o meio ambiente. Esta pesquisa revelou que 64,9 % 
dos inquiridos consideram os antidepressivos, entre os oito grupos farmacológicos 
direcionados, como um dos grupos mais perigosos para o meio ambiente. Revelou ainda que 
66,7% dos inquiridos diz eliminar os medicamentos não usados diretamente para o lixo, 
juntamente com os resíduos orgânicos domésticos comuns.  
 Os fármacos podem não ser totalmente metabolizados pelo organismo, sendo 
excretados na sua forma inalterada. Desta forma estas substâncias são encontradas no 




ambiente sob a forma inalterada ou metabolizada. Mesmo que os fármacos sejam 
extensivamente metabolizados, os seus metabolitos podem continuar a ser biologicamente 
ativos ou, em alguns casos, serem facilmente transformados no composto principal sob as 
condições ambientais (Halling-Sorensen et al., 1998; Richards e Cole, 2006).  
 Segundo Halling-Sorensen et al. (1998) é importante: 
 Identificar e determinar as concentrações de fármacos e dos seus metabolitos no 
ambiente;  
 Compreender os seus padrões de metabolismo e de excreção; 
 Avaliar a eficiência dos tratamentos de águas residuais na remoção destes poluentes;  
 Compreender sua dispersão, mobilidade, persistência em condições ambientais, 
absorção e os efeitos sobre organismos não-alvo.  
 Os fármacos não são totalmente removidos pelos tratamentos nas ETARs. Como 
resultado, esses compostos são encontrados em efluentes de ETARs e consequentemente 
em águas superficiais e subterrâneas. Os efeitos adversos causados polos fármacos incluem 
toxicidade aquática, como por exemplo o desenvolvimento de resistência em bactérias 
patogénicas, genotoxicidade e distúrbios endócrinos (Silva, et al., 2013). 
 Nas ETARs, as águas residuais são submetidas a vários processos de tratamento que 
podem levar à eliminação dos fármacos, na tentativa de diminuir o impacto negativo, que 
pode advir da presença destes resíduos, tanto para o ambiente como para os seres vivos. 
Encontram-se descritos na literatura científica vários estudos de avaliação da eficiência de 
remoção das ETARs, através da comparação entre a qualidade da água nos afluentes e 
efluentes. Estes estudos demonstram que não existe uma eliminação total de todos os 
grupos farmacoterapêuticos, ocorrendo de igual modo uma variação desta taxa entre 
compostos do mesmo grupo (Boxal et al., 2004). 
 As águas residuais depois de tratadas nas ETARs vão contaminar águas de superfície e 
subterrâneas (Boxal et al., 2004). 
   
Consumo de SSRIs 
 A depressão pode atingir cerca de 20% da população, tendendo a aumentar, e é a 
primeira causa de incapacidade, na carga global de doenças, nos países desenvolvidos (Plano 
Nacional de Saúde, 2004).  




 A Organização Mundial de Saúde alerta para o facto de um em cada quatro europeus 
sofrer de distúrbios psicológicos ou psiquiátrico, desde a depressão à esquizofrenia. De 
forma mais leve ou mais grave, males como a melancolia, o stress, a ansiedade e o abuso de 
substâncias impedem o pleno funcionamento e desenvolvimento em todos os aspetos da 
vida quotidiana, tanto privados como públicos.  
O Eurobarómetro sobre a saúde mental, realizado em 2010, concluiu que 1 em cada 
14 cidadãos da União Europeia (UE) consumiu antidepressivos durante o ano de 2009. Além 
disso, a proporção de inquiridos portugueses que tomaram antidepressivos em 2009 é mais 
elevada do que a média da UE, 15% versus 7%. 
Anualmente são publicadas estatísticas, pelo INFARMED (Autoridade Nacional do 
Medicamento e Produto de Saúde, I.P.), relativas ao consumo de SSRIs por parte dos 
portugueses. Através da observação dos dados publicados relativos a Portugal confirma-se a 
tendência de um aumento marcado no consumo de SSRIs. A FLU permanece desde 2002 
como o SSRI mais vendido em Portugal. Entre 2003 e 2011 as vendas de SSRIs subiram de 
cerca de 1,3 milhões para 2,6 milhões de embalagens, o que representa um aumento de 
cerca de 100% no consumo. Uma tendência semelhante foi observada em muitos países da 
Europa (Eurobarómetro, 2010). 
 
Características e modo de ação dos SSRIs 
 Os antidepressivos são medicamentos amplamente prescritos. Uma das classes mais 
comuns de antidepressivos são os inibidores de seletivo de recaptação de serotonina (SSRIs) 
que atuam por modulação dos níveis do neurotransmissor serotonina (Brooks et al., 2005). 
Os SSRIs são amplamente prescritos para tratar a depressão clínica, transtorno compulsivo 
obsessivo, transtorno do pânico, bem como outros casos em que a inibição seletiva da 
recaptação da serotonina seja desejável (Brooks et al., 2003; Schultz e Furlong, 2008).  
 Nos seres humanos, os SSRIs, através da inibição do mecanismo de recaptação de 
serotonina, induzem um aumento da concentração de serotonina no sistema nervoso central 
(Kreke e Dietrich, 2008). Após a ingestão, os SSRIs são amplamente metabolizados. A 
maioria destes metabolitos conserva a sua atividade farmacológica, com exceção da 
norfluoxetina, o metabolito ativo da fluoxetina (Silva et al., 2012).  
 As percentagens de excreção SSRI são relatadas na literatura e as quantidades 
excretadas nas formas inalteradas ou conjugadas variam consideravelmente (Calisto e 




Esteves, 2009). A FLU é principalmente excretada na urina (com menos de 10% excretada 
de forma inalterada) assim como a FLU N-glucuronido ou a norFLU (Vaswani et al., 2003). 
Por outro lado, outros estudos farmacocinéticos relatam que apenas cerca de 20% é 
excretada como norFLU e como FLU N-glucuronide (McEvoy, 2000; Nalecz-Jawecki, 2007). 
 
Características físico-químicas da FLU e da norFLU 
  As características físico-químicas da FLU e da norFLU (tabela 1) indicam o seu 
comportamento no ambiente. São compostos lipofílicos, com pKa que varia entre 10,05 e 
10,32. Os valores de log Kow são baixos, 1,22- 1,37 e os valores de solubilidade com a água 
são relativamente altos. Um valor de 4,65 e 4,47 para o log Koc significa que estes 
compostos são persistentes (Silva et al., 2012). A polaridade de compostos ionizáveis varia 
com o pH do sistema de recolha e está sujeito a alterações em diferentes compartimentos 
biológicos, modificando assim a sua bioacumulação esperada e real (Ramirez et al., 2009). 
 
Tabela 1. Características físico-químicas da FLU e da norFLU (Kwon e Armbrust, 2008). 
Nome Numero 
CAS 
MM pka log kow
a log koc
a,b  Estrutura molecular  
FLU 54910-89-3 309,13 10,05 1,22 4,65 
 
(C17H18F3NO) 
norFLU 61869-08-7 295,30 10,32 1,37 4,47 
 
(C16H16F3NO) 
a Medido em forma de sal (HCl) de cada SSRI.  
b Média calculada a partir de experiências com cinco solos e sedimentos diferentes ao pH 5,0-7,8. 
 
Efeitos no ecossistema  
 Embora os SSRIs sejam desenhados para atingir as vias metabólicas específicas dos 
seres humanos, muitas vezes podem ter efeitos nos sistemas metabólicos de organismos que 
não são alvo, especialmente de organismos invertebrados (Daughton e Ternes, 1999).  




 Estudos toxicológicos indicaram recentemente que, a concentrações ambientais, os 
SSRIs induzem efeitos biológicos em peixes, moluscos e outros invertebrados aquáticos, 
incluindo atrasos no desenvolvimento reprodutivo e fisiológico, diminuição da agressividade 
e inibição nas respostas à alimentação (Demeestere et al., 2010; Fong e Ford, 2013). 
 
Ocorrência no meio aquífero  
 A presença de SSRIs no meio ambiente, especificamente da FLU, foi pela primeira vez 
relatada por Kolpin et al. (2002), em águas superficiais nos Estados Unidos da América 
(E.U.A.) e numa ETAR, no Canadá, por Metcalfe et al. (2003).  
Desde então, vários estudos científicos realizados referem a presença destes resíduos 
em vários tipos de amostras de água, águas residuais em concentrações que variam entre 
0,15 e 32228 ng L-1, em águas subterrâneas e superficiais que oscilam entre 0,5 e 8000 ng L-1, 
e em águas para consumo, 0,5 a 1400 ng L-1 (Silva et al., 2012).    
 
Bioacumulação  
 A FLU, bem como o seu principal metabolito, norFLU, é sem dúvida o SSRI mais 
investigado tanto nos meios aquáticos como nas amostras de biota (Silva et al., 2012).  
 Brooks et al. (2005) reportaram os primeiros dados relativos à presença de FLU e 
norFLU no cérebro, fígado e tecidos musculares de diferentes espécies de peixes. Entre as 
três espécies de peixes examinados, os níveis médios de norFLU foram mais elevados no 
fígado (10,27 ng g-1), no cérebro (8,86 ng g-1) e no tecido muscular (1,07 ng g-1) em 
comparação com a FLU (1,34, 1,58, e 0,11 ng g-1, respetivamente). Na verdade, essas 
observações também foram feitas mais tarde por outros investigadores (Lajeunesse et al., 
2011; Ramirez et al., 2009; Ramirez et al., 2007; Schultz et al., 2010). Por conseguinte, não 
foi possível quantificar a FLU em tecidos homogeneizados de peixe, nem no plasma, mas foi 
possível a determinação da norFLU em concentrações de 1,22 ng g-1 e 4,08 ng mL-1, 
respetivamente (Gelsleichter e Szabo, 2013; Metcalfe et al., 2010). De facto, os rácios de 
norFLU foram de aproximadamente 2:1 em Japanese medaka expostos a fluoxetina durante 
7 dias (Paterson e Metcalfe, 2008). 
 A FLU e a norFLU foram detetadas em tecidos de peixes, enfatizando a possibilidade de 
bioacumulação pelos organismos aquáticos. Brooks et al. (2005) constataram concentrações de 




0,1-10 ng g-1 de FLU, sertralina (SRT) e os seus metabolitos (norFLU e desmetilsertralina, 
respetivamente) em tecidos musculares, hepáticos e cerebrais de quatro espécies de peixes, num 
efluente municipal no Texas, EUA. Uma experiência semelhante efetuada por Chu e Metcalfe 
(2007) revelou concentrações entre 0,14 e 1,02 µg kg-1 de FLU (Tabela 1). 
 
Estudos de ecotoxicidade 
 A FLU é o SSRI mais estudado e foi relatado como sendo o que apresenta maior 
toxicidade aguda em geral (Brooks et al., 2003a). 
 A absorção e a bioacumulação de FLU na biota foi relatada em concentrações de 
0,01-73 ng g-1 (Chu e Metcalfe, 2007; Ramirez et al., 2007; Schultz et al., 2011, 2010). Estudos 
toxicológicos indicaram recentemente que, a nível das concentrações ambientais de FLU e 
norFLU, os efeitos biológicos em peixes, moluscos e outros invertebrados aquáticos incluem 
atrasos no desenvolvimento reprodutivo e fisiológico, diminuição da agressividade e inibição 
de respostas de alimentação (Demeestere et al., 2010; Fong e Ford, 2013). 
 Os bivalves são membros importantes dos ecossistemas aquáticos e marcadamente 
interagem com a água e os sedimentos. Estes organismos filtram grandes quantidades de 
água para respirarem e para se alimentarem. A água entra na cavidade paleal e banha as 
brânquias onde ficam retidos os microrganismos e as partículas orgânicas que se encontram 
em suspensão (Spooner e Vaughn, 2006). 
 O mexilhão do Mediterrâneo é um excelente bioindicador para monitorizar os 
poluentes orgânicos, pois tem o poder de bioacumular substâncias através de suas brânquias 
e/ ou através do trato digestivo (Gómes et al., 2012).  
 A FLU mostrou ser um indutor de desova em mexilhões-zebra (Dreissena 
polymorpha), em concentração da ordem dos 15,5 µg L-1, para os machos, e 1,55 mg L-1 para 
as fêmeas. Brooks et al. (2003b) observaram que a reprodução de Ceriodaphnia dubia foi 
aumentada quando estes foram expostos a 56 µg L-1 de FLU, durante 7 dias. Nos machos 
Elliptio complanata, a exposição a FLU 3000 µg L-1, durante 48 horas, induziu 
significativamente a liberação de gâmetas. Estes resultados sugerem que a FLU acumula-se 
nos tecidos de mexilhão e tem o potencial para destruir vários aspetos da reprodução 
destes organismos (Bringolf et al., 2010). Na estimulação de Physa acuta, durante 44 dias, foi 
observada a reprodução em concentrações inferiores (31,25 e 62,5 µg L-1. Assim, a FLU 
parece ter diferentes efeitos sobre a fecundidade e a reprodução, dependendo da espécie 




(Pery et al., 2008). Por exemplo, duas espécies de gastrópodes, Potamopyrgus antipodarum 
e Valvata piscinalis, apresentaram sensibilidade diferente à FLU. Talvez isso possa ser 
explicado pela degradação metabólica de FLU que difere entre espécies.  
 Recentemente, o estudo de Luna et al. (2013) também demonstrou que a FLU, em 
concentrações ambientalmente relevantes, afetou as características e as taxas de 
crescimento populacional do caracol de água doce Physa pomilia.  




Metodologias analíticas para a determinação de FLU e norFLU 
Amostragem 
 A validade de um resultado analítico assenta inteiramente sobre a integridade dos 
compostos alvo na matriz da amostra (Lajeneusse et al., 2008).  
 As amostras de mexilhões devem ser dissecadas e armazenados até a análise (Brooks 
et al., 2005). Após a homogeneização dos tecidos da amostra esta pode ser armazenada 
(Brooks et al., 2005; Ramirez et al., 2007) e congelada a -20 ºC (Ramirez et al., 2007) ou -80 
ºC (Brooks et al., 2005). Muitos autores argumentam que, antes da análise, é necessário 
fazer um tratamento de desnaturação da amostra para libertar os compostos alvo das 
ligações às proteínas (Chu e Metcalf, 2007).  
 
Preparação da amostra 
  A homogeneização da amostra é realizada com o objetivo de fragmentar as células, 
de modo a permitir toda a extração do conteúdo tecidular. É realizada com recurso a um 
vortex, ultra-turrax, moinho ou um equipamento de ultrassonificação (Camel, 2003). 
 Após a extração é efetuada uma centrifugação para que ocorra a separação da 
amostra sólida do extrato líquido, sendo aconselhável efetuar mais do que um processo de 
centrifugação de modo a obter uma melhor separação (Bueno et al., 2007).   
 
Extração em fase sólida (SPE)  
 Devido aos níveis extremamente baixos de FLU e norFLU que podem estar 
presentes em uma amostra, a extração e a purificação são obrigatórias, de modo a eliminar 
interferências e assim atingir os níveis desejados de sensibilidade analítica (López-Serna et al., 
2012). 
 A extração em fase sólida (SPE) é realizada com solventes orgânicos ou uma mistura 
de solventes orgânicos e aquosos (Camel, 2003). É importante que no processo de extração 
não ocorram perdas de substâncias em estudo (López-Serna et al., 2012). 
 O método de SPE apresenta algumas vantagens, tais como a rapidez de execução, 
melhor reprodutibilidade, simplicidade de manuseamento e obtenção de extratos mais 
limpos. É passível de ser automatizada, o que pode minimizar a utilização de solventes 





 O processo geral engloba os processos de acondicionamento, passagem da amostra, 
lavagem e eluição. 
 
Figura 1: Etapas do método de SPE (Camel, 2003). 
 
  
 A maior dificuldade na análise por SPE reside na escolha do melhor adsorvente. É 
imprescindível que com ele se obtenha uma recuperação aceitável para todos os compostos 
caracterizados por diferentes propriedades físico-químicas (Hordern et al., 2007). 
 A seleção de um adsorvente de extração SPE apropriado depende da compreensão 
do mecanismo de interação entre o adsorvente e o analíto de interesse. Cada absorvente 
apresenta uma combinação única de propriedades e estas podem ser associadas a uma 
grande variedade de problemas de extração (Żwir-Ferenc e Biziuk, 2006). As publicações 
científicas analisadas relatam a utilização de vários adsorventes distintos. 
 As colunas Oasis HLB fornecem um bom desempenho em amostras de pH neutro e 
eluições com solventes orgânicos puros (por exemplo: metanol) (Gracia-Lor et al., 2010; 
Petrovic et al., 2010), enquanto outros absorventes precisam de um ajuste de pH da amostra 
e de condições especiais, como por exemplo, eluição.  
 Em relação à análise específica dos SSRIs, Shultz e Furlong (2008) relataram que as 
recuperações melhoraram 5% com a acidificação das amostras. Ao utilizarem ácido fórmico 
a 0,1% antes da extração com Oasis HLB obtiveram valores que variaram entre 70 e 118%. 
Gómez et al. (2007) testaram o absorvente Oasis HLB em diferentes valores de pH, 5, 7 e 
8,5, e concluíram que o pH mais baixo melhora a recuperação para a fluoxetina. 




 De acordo com diversos autores, as colunas de Oasis MCX são as mais adequadas 
para a extração de compostos básicos e neutros de uma solução aquosa (Chu e Metcalf, 
2007; Hordern et al., 2007). Assim, este adsorvente proporciona seletividade para a 
adsorção de SSRIs, com pKa variando entre 9,05 e 10,5 (Chu e Metcalf, 2007; Metcalf et al., 
2010; Nagarnaik et al., 2011). Sousa et al. (2011) utilizaram colunas de Oasis MAX, para a 
determinação de diversas classes terapêuticas, incluindo a FLU, em amostras de águas 
residuais. Este adsorvente permitiu uma maior seletividade e sensibilidade na extração de 
compostos ácidos, enquanto os compostos básicos e neutros foram retidos pelo adsorvente 
polimérico. Experiências preliminares demonstraram que a acidificação da amostra com HCl 
a pH 2 assegura a retenção adequada de compostos tais como a FLU no adsorvente. (Sousa 
et al., 2011). 
 Gros et al. (2009) testaram colunas Oasis HLB e Oasis MCX na análise de FLU e 
norFLU na superfície das águas residuais e observaram que a recuperação de substâncias 
básicas, tais como a FLU, melhorou com o adsorvente Oasis MCX. Isto pode ser atribuído 
ao facto de que a valores de pH baixo (2 e 3) as drogas básicas são carregadas positivamente 
e, portanto, são fortemente ligadas à coluna. Chu e Metcalf (2007) também deram 
preferência a colunas Oasis MCX para a análise de FLU e norFLU em tecidos de peixe.  
 
Métodos de Cromatografia Liquida  
 A cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massa em tandem (LC-MS-MS) 
tem sido a mais utilizada para a deteção de antidepressivos nas águas superficiais, nas águas 
residuais e na biota (Lajeneusse et al., 2008). Este método permite a deteção de quantidades 
residuais, bem como a identificação de um grande número de compostos em simultâneo, 
sem a perda de sensibilidade (Gros et al., 2012). 
 Como a maioria dos fármacos são compostos polares, a técnica de escolha é a 
cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) acoplada a espectrometria de massa (MS), de 
preferência, a MS em tandem, devido à sua versatilidade, especificidade e seletividade (Gros 
et al., 2009). O desenvolvimento de métodos mais rápidos e mais sensíveis é hoje viável 
utilizando técnicas como a cromatografia líquida de ultra-alta performance (UHPLC), que se 
tornou uma das ferramentas analíticas mais adequadas para a determinação de 
contaminantes em amostras ambientais (Gracia-Lor et al., 2010). 
 A influência do efeito da matriz na análise quantitativa por LC-MS-MS é um fenómeno 




amplamente observado e estudado, uma vez que pode resultar na supressão ou no aumento 
do sinal, o que conduz a resultados errados (López-Serna et al., 2010). Este fenómeno torna-
se mais pertinente com a complexidade da matriz da amostra (biota, águas residuais) e a 
quantidade de amostra a ser concentrada antes da análise (Chu e Metcalf, 2007). Os efeitos 
da matriz dependem também da preparação da amostra, da separação cromatográfica, da 
instrumentação da espectrometria de massa, e das condições de ionização. Não é possível 
prever se a combinação dessas condições irá afetar o sinal do analíto (Gracia-Lor et al., 
2011). Portanto, a avaliação do efeito de matriz deve ser incluída no processo de validação 
do método considerando as diferentes matrizes estudadas. 
 
Tabela 2: Preparação da amostra, SPE e método analítico na análise de FLU e norFLU no ambiente aquático. 
  













Filtração através de filtro 
de fibra de vidro 
Ajuste do pH para 7,5 
com hidróxido de sódio 
Oasis HLB 6 mL acetona  
6 mL MeOH 
6 mL  H2O  (pH 
7,5) 














Diluição 1:5 com tampão 
fosfato 0,10 M (pH 6)  
Adição de 9 mL ACN  
Agitação 15 min 
Centrifugação a 820 g 5 
min 
Evaporação em banho de 
água 40 ºC até volume < 
1 mL 
Adição de 4,0 mL de 
tampão fosfato 0,10 M 
(pH 6)  
Bond Elute 
Certify 
2 mL MeOH 
2 mL tampão 
fosfato 0,10 M 
(pH 6)  
  1 mL ácido 
acético  






de etilo  
GC/MS 49 - 107 Brooks et al., 
2005 
Tabela 2: Preparação da amostra e SPE na análise de FLU e norFLU no ambiente aquático. (continuação) 














Adição de HCl 0,05 M 






6 mL MeOH 
6 mL H2O 
5 mL água  
2 mL HCl 
0,1 M 
2 mL MeOH 
3 X 3 mL 
diclorometano  
2 mL MeOH 




3 x 3 mL hidróxido 
de amónio (5:95) 
2 X4 mL MeOH 
LC/MS/
MS 
















5 mL  H2O 























Filtração através de um 
filtro 0,7 µm 
Adição de 2 mL solução 
de Na2EDTA 50 g L
-1
 e 25 
mg L-1 ácido ascórbico  
Oasis 
MCX 
6 mL ACN 
6 mL  H2O 
6 mL ácido 
fórmico 
2% 




- 60-101 em águas 




57-93 em 500 ng 
L
-1
 em águas de 
superfície  
Batt et al., 
2008 
Tabela 2: Preparação da amostra, SPE e método analítico na análise de FLU e norFLU no ambiente aquático (continuação). 

















Filtração através de um 
filtro de fibra de vidro 1,5 
µm  
Ajusto de pH para 3 com 
HCl concentrado  
Oasis MCX 
150 mg 
6 mL de 
MeOH 
6 mL H2O  
2 mL de HCL 
0,1 M em H2O 
3 x 3 mL 
diclorometano 






- Metcalf et al., 
2010 
 Águas de 
superfície  
- Oasis HLB 
200 mg 
2 mL MeOH 
2 mL H2O 
2 mL ácido 
fórmico a 2% 
em H2O  


















10 mL MeOH 
10 mL H2O 
8 mL H2O 2 x 3 mL MeOH UPLC/M
S/MS 
60-101 Huerta-







Filtração através de filtro 
0,7 µm 
Adição 10 mg de 




6 mL ACN 
2 mL H2O 




de amonio (95:5) 
UPLC/M
S/MS 
71-105 Nagarnaik et 
al., 2011 
 
Tabela 2: Preparação da amostra, SPE e método analítico na análise de FLU e norFLU no ambiente aquático (continuação). 
Composto  Amostra Preparação da 
amostra 














Filtração Adição de 0,5 
mL MeOH 
Acidificação (pH 3) 
com ácido fosfórico 
85% 
Adição de MeOH / 
tampão ácido acético 
0,1 M pH 4 (1:1) 
Agitação 15 min 
Ultrassons 15 min  
Adição de 4 mL H2O  
Centrifugação a 320 g 
5 min 
Strata-X-C 4 mL MeOH 
8 mL H2O 
2 mL HCL 
2 mL MeOH 
2 x 2 mL 
acetato de 
etilo  
2 x 2 mL de 
hidróxido de 
amónio a 5% 
em MeOH 
















- Filtração através de 
filtro de fibra de vidro 
1,2µm  
Ajusto do pH para 7 
com ácido sulfúrico. 
Oasis-HLB 5 mL n-hexano  
5 mL acetato de 
etilo 
10 mL MeOH 
10 mL H2O 
5 mL H2O 5 mL n-
hexano  
5 mL acetato 
de etilo 
14 mL MeOH 





Ajusto do pH para 12 
com amónio 25% 








média 450 Å 
6 mL MeOH 
6 mL H2O (pH 
12) 
4 mL  
MeOH a 
20% 
8 mL HCl 0,3 
M em MeOH 
LC/MS/MS 58-84 Vasskong et 
al, 2006 
 
Tabela 2: Preparação da amostra, SPE e método analítico na análise de FLU e norFLU no ambiente aquático (continuação). 












Filtração com filtro fibra 
de vidro 0,7 µm 
Oasis-HLB 6 mL MeOH 
6 mL H2O a pH 8 
com  de hidróxido 
de amónio a 20% 
5 mL  
H2O 
2 x 4 mL  MeOH LC/MS/
MS 










Filtração com filtro de 






6 mL MeOH  
5 mL  H2O  (pH 
7) com HCl 2N 
5 mL  
H2O 
2 x 4 mL  MeOH LC/MS/
MS 









Filtração com filtro de 




- - 5 mL  MeOH LC/MS/
MS 








Filtração com filtro fibra 
de vidro e filtro de 
membrana de nylon  
Adição de  EDTA 5% 
Oasis-HLB 
60 mg 
5 mL  MeOH 
4 mL  H2O 
5 mL  
H2O 
















s 2,5 L 
Filtração com GFC 0,45 
µm 
Acidificação (pH 3) com 
HCl 
Strata X 200 
mg 
5 mL  MeOH  5 
mL  H2O 
 5 mL  H2O 
acidificada (pH 3) 
com HCl 
- 6 mL  MeOH 
6 mL  MeOH  em  
ácido acético a 
2% 
6 mL  MeOH em  
hidróxido de 
amónio a 2% 
UPLC/M
S/MS 
< 50 Langford et al., 
2009 
Tabela 2: Preparação da amostra, SPE e método analítico na análise de FLU e norFLU no ambiente aquático (continuação). 






Colunas       Acondicionamento      Lavagem          Eluição 
Fluoxetina  Águas 
residuais 
hospitalare
s 2,5 L 
Filtração com GFC 0,45 µm 




5 mL  MeOH 5 
mL H2O 
 5 mL H2O 
acidificada (pH 3) 
com HCl 
- 6 mL  MeOH 
6 mL  MeOH em  
ácido acético 2% 











Filtração com filtro fibra de 
vidro 0,7 µm 
Adição de 0,2 g Na2-EDTA 
(pH 5)  
Strata X 
200 mg 
2 x 3 mL  MeOH 
2 x 3 mL  H2O 
2 mL 5%  
MeOH 










500 mL  
Lamas de 
tratamento 
de águas 2 
g 
Filtração com filtro de 
membrana de nylon 0,45 µm 
Ajuste de pH 7-7,5 
Solvente de extração 
ultrassónico com 2 x 2 mL 
MeOH e 2 x 2 mL acetona 
Centrifugação a 10,000 rpm 
1 min  
Sobrenadantes diluídos com 
150 mL de água  
RP-C18 
500 mg 
1 mL  MeOH 
1 mL  H2O 









s 5 mL 
Filtração com filtro de 
membrana de nylon 0,45 µm  
Diluição 50 mL água 






5 mL  MeOH 
5 mL  H2O 



















II. 1. Amostragem          
 Os ensaios de exposição foram conduzidos pelo Centro de Investigação Marinha e 
Ambiental da Universidade do Algarve. De acordo com Gonzalez-Rey e Bebianno (2013), 
mexilhões da espécie Mytillus galloprovincialis, foram colhidos, em 2010, da Ria Formosa, em 
Portugal. Estas amostras foram transportadas vivas para o laboratório, e após limpeza das 
valvas, colocadas em aquários separados tratando-se de grupo controlo ou de exposição a 
75 ng L-1 de FLU. Anteriormente ao período de exposição, todos os mexilhões foram 
mantidos por 7 dias nos aquários por forma a aclimatizarem a água do mar oxigenada de 
forma natural. Os aquários foram mantidos a temperatura (18,6 ºC ± 1), a salinidade (33 ± 
0,4), pH (8,1 ± 0,2) e a saturação de oxigénio (> 98% ± 2) constantes. Os mexilhões não 
foram alimentados até ao términus do ensaio e a concentração de fluoxetina foi 
reestabelecida a cada 48 h. A diferentes períodos de tempo (0, 3, 7, e 15 dias) foram 
removidos dos aquários mexilhões dos grupos controlo e de exposição. Cada amostra foi 
imediatamente congelada em azoto líquido e armazenada, individualmente, a -20 º C. Antes 
de serem analisadas as amostras foram trituradas. De acordo com as tabelas 3 a 6 os pesos 
dos mexilhões antes da trituração variaram de 0,40 g a 1,89 g e depois da trituração 
variaram de 0,42 g a 1,87 g.   
 
            Tabela 3: Peso dos mexilhões de controlo antes e depois de serem triturados. 
Amostras de mexilhões 
Tempo de exposição 
m (g) 
(antes de ser 
triturado) 
m (g) 
(depois de ser triturado) 
Amostras de controlo tzero 
C0t0 # 1 
 C0t0 # 2 
C0t0 # 3 
C0t0 # 4 
C0t0 # 5 












Amostras de controlo tzero 
C1t0 # 1 
 C1t0 # 2 
C1t0 # 3 
C1t0 # 4 
C1t0 # 5 
















          
Tabela 3: Peso dos mexilhões de controlo antes e depois de serem triturados (continuação). 
Amostras de mexilhões 
Tempo de exposição 
m (g) 
(antes de ser 
triturado) 
m (g) 
(depois de ser triturado) 
Amostras de controlo tzero 
C2t0 # 1 
 C2t0 # 2 
C2t0 # 3 
C2t0 # 4 
C2t0 # 5 












Amostras de controlo tzero 
C3t0 # 1 
 C3t0 # 2 
C3t0 # 3 
C3t0 # 4 
C3t0 # 5 













Tabela 4: Peso dos mexilhões expostos a FLU durante 3 dias, antes e depois de serem triturados. 
Amostras de mexilhões 
Tempo de exposição 
m (g) 
(antes de ser 
triturado) 
m (g) 
(depois de ser 
triturado) 
3 dias 
IC/AQ E1t3 # 1 
IC/AQ E1t3 # 2 
IC/AQ E1t3 # 3 
IC/AQ E1t3 # 4 
IC/AQ E1t3 # 5 
IC/AQ E1t3 # 6 
IC/AQ E1t3 # 7 
IC/AQ E1t3 # 8 
IC/AQ E1t3 # 9 



























       Tabela 5: Peso dos mexilhões expostos a FLU durante 7 dias, antes e depois de serem triturados. 
Amostras de mexilhões 
Tempo de exposição 
m (g) 
(antes de ser 
triturado) 
m (g) 
(depois de ser 
triturado) 
7 dias 
IC – E2t7 # 1 
IC – E2t7 # 2 
IC – E2t7 # 3 
IC – E2t7 # 4 
IC – E2t7 # 5 
IC – E2t7 # 6 
IC – E2t7 # 7 
IC – E2t7 # 8 
IC – E2t7 # 9 
























Tabela 6: Peso dos mexilhões expostos a FLU durante 15 dias, antes e depois de serem triturados. 
Amostras de mexilhões 
Tempo de exposição 
m (g) 
(antes de ser 
triturado) 
m (g) 
(depois de ser 
triturado) 
15 Dias 
IC – E3t15 # 1 
IC – E3t15 # 2 
IC – E3t15 # 3 
IC – E3t15 # 4 
IC – E3t15 # 5 
IC – E3t15 # 6 
IC – E3t15 # 7 
IC – E3t15 # 8 
IC – E3t15 # 9 




























II. 2. Materiais e métodos         
 Neste capítulo apresentam-se todos os materiais, equipamentos e métodos utilizados 
para a determinação de FLU e norFLU nos mexilhões.  
II. 2. 1. Reagentes 
- Acetato de amónio (Merch, Darmstadt, Alemanha) 
- Acetato de sódio (Merck, Alemanha) 
- Acetonitrilo para HPLC (Sigma-aldrich, St. Louis, MO, EUA) 
- Ácido acético com grau de pureza superior a 99,7% (Panreac, Barcelona, Espanha) 
- Ácido clorídrico a 37% (Panreac, Barcelona, Espanha) 
- Ácido fórmico (98%) (Merch, Darmstadt, Alemanha) 
- Ácido acético glaciar (Panreac, Barcelona, Espanha) 
- Água obtida através de sistema Millipore, Milli-Q System (Bedford, MA, EUA) 
- Metanol, Sigma-aldrich, (St. Louis, MO, EUA) 
- Azoto (Ar Líquido) 
- Padrões de fluoxetina, fluoxetina-d5, norfluoxetina, com grau de pureza superior a 98%, 
Sigma-Aldrich, (St. Louis, MO, EUA). 
II. 2. 2. Soluções  
 A solução de acetonitrilo com 0,1% de ácido fórmico foi preparada adicionando 0,1 
mL de ácido fórmico a um balão de 100 mL completando-se o volume com ACN, obteve-se 
um pH entre 2,0 e 2,3. 
 Para a solução MeOH/ tampão ácido acético 0,1 M (pH 3) (1:1) foi necessário 
preparar uma solução de ácido acético 0,1 M (5,7 mL de ácido acético glaciar perfazendo o 
valor de 1L com H2O) e de acetato de sódio 0,1 M (1,4 g de acetato de sódio em 100 mL de 
água). Em seguida adicionou-se 982,3 mL de ácido acético com 17,7 mL de acetato de sódio, 
para obter 1 L de solução tampão.  
 A solução de 100 mL de ACN:MeOH (1:1) foi preparada em 50 mL de ACN e 50 mL 
de MeOH. 
 A solução de MeOH a 20% foi preparada com uma solução de acetato de amónio a 





 A solução de 250 mL de água acidificada a pH 2,5 foi preparada com HCl a 37%. 
  A solução de MeOH a 5% foi preparada com 95 mL de água e 5 mL de MeOH. 
 A solução de 100 mL de NH4OH a 5% foi preparada com 95 mL de MeOH e 5 mL 
de NH4OH. 
 As soluções stock e intermédias de FLU e norFLU, FLU-d5 e norFLU-d6 foram 
preparadas a 100 µg mL-1 e 10 µg mL-1, respetivamente, e foram armazenadas a -20 ºC. As 
soluções de trabalho, renovadas antes de cada análise, foram preparadas a 500 ng mL-1 e 50 
ng mL-1, para cada SSRI, e usadas para ensaios de linearidade, precisão e repetibilidade. Para a 
curva de calibração foram usadas soluções em MeOH:H2O (10:90) com as seguintes 
concentrações: 50 ng mL-1, 35 ng mL-1, 25 ng mL-1, 15 ng mL-1, 5 ng mL-1 e 2,5 ng mL-1. Todas 
as soluções foram armazenadas a -20 ºC e em balões de vidro âmbar para proteger da luz. 
 
II. 2. 3. Material e Equipamentos  
- Agitador (Edmund Buhlu, Alemanha) 
- Aparelho de ultrassonificação modelo Sonorex RK 100 (Berlim, Suíça) 
- Balança analítica Mettler Toledo modelo AG 285 (Toledo, Suíça) 
- Centrifugadora Sigma Modelo 3-16 K (St. Louis, E.U.A.) 
- Coluna cromatográfica Zorbax Eclipse XDB – Phenyl (150 mm ± 3,0 mm; 3,5 µm) 
- Colunas de extração de fase sólida Oasis MCX 6cc/ 200 mg (Damstadt, Alemanha) 
- Eletrodo pH Jenway 3505 (Reagente 5, Porto, Portugal) 
- Espectrómetro de massa híbrido Quadrupolo – Ion Trap (LCQ AdvantageMax, Thermo 
Finnigan, San José, California, E.U.A.) 
- Evaporador Labconco Rapidvap vertex (Kansas)  
- Material de vidro âmbar  
- Membrana Durapore com poro de 0,22 µm (Millipore, Dassel, Irlanda)  
- Sistema de vácuo para extração em fase sólida Dinko (Barcelona, Espanha) 
- Ultraturrax Xstral (Alemanha) 




- Vortex Retsch Mixer (Alemanha).   
II. 2. 4. Metodologia Analítica  
II. 2. 4. 1. Extração  
A metodologia analítica aplicada na extração em mexilhão abrange as seguintes etapas:  
1- Pesar um grama de mexilhão para um tudo de centrífuga. 
2- Adicionar 10 mL da solução de acetonitrilo com 0,1% ácido fórmico. 
3- Agitar durante 5 minutos no agitador. 
4- Ultrassonificação durante 15 minutos. 
5- Centrifugação a 4ºC a 5400 g, durante 10 minutos. 
6- Separar o sobrenadante do tubo de centrífuga e colocar num tubo de vidro de centrífuga. 
7- Repetir o procedimento a partir do ponto 2.  
8- Juntar os sobrenadantes e centrifugar a 4 ºC durante 10 minutos a 20000 g. 
 
II. 2. 4. 2. Purificação  
 Na extração em fase sólida (SPE) utilizaram-se coluna Oasis MCX, 200 mg (6cc) e 
realizaram-se as seguintes etapas: 
1- Acondicionamento das colunas com 5 mL de MeOH, seguido de 5 mL de água Milli Q. 
2- Passagem do extrato da amostra. 
3- Lavagem com 2 mL de HCl, 0,1 N seguido de 2 mL de  MeOH a 5% em H2O. 
4- Secagem das colunas durante 10 minutos. 
5- Eluição dos compostos em 2 mL de MeOH, seguido de 6 mL de NH4OH. 
 6- Concentração à secura a 40 ºC sob uma corrente suave de N2. 
 
II. 2. 4. 3. Cromatografia Líquida Acoplada à Espectrometria de Massa em Tandem 
 Para as análises realizadas por cromatografia líquida acoplada à espectrometria de 
massa em tandem (LC/MSn), o extrato seco foi reconstituído em 1 mL de uma mistura 
MeOH:H2O (10:90) e, de seguida, microfiltrado por uma membrana Durapore com um 




diâmetro de poro de 0,22 m.  O volume de injeção foi de 20 µL (loop parcial) e o fluxo 
cromatográfico de 200 µL min−1, quando um gradiente de água com 0,5% de ácido fórmico 
(A) e MeOH com 0,5% de ácido fórmico (B) (tabela 7). 
 A coluna cromatográfica foi mantida a uma temperatura de 45°C tendo-se utilizado 
uma pré-coluna do mesmo material. O espectrómetro de massa híbrido operou em modo 
de ionização positiva por electrospray (ESI) com aquisição por monitorização seletiva de 
reações (SRM). As temperaturas da fonte e capilar foram de 0 e 220 °C e as voltagens de 4.5 
e 34 V, respetivamente. O gás nebulizador foi o azoto, com uma velocidade do fluxo de 40 
arb (unidades arbitrárias) e uma velocidade do fluxo do gás auxiliar de varredura de 10 arb. 
O gás de colisão foi o hélio com uma energia de colisão de 30% para a fluoxetina e 35% para 
a norfluoxetina. Um ião precursor (MS1) e dois iões produto (um MS2 e um MS3) foram 
obtidos da seguinte forma: fluoxetina (m/z 310 →   m/z 148 →   m/z 117) e norfluoxetina (m/z 
296 →   m/z 134 →   m/z 117). 
 
Tabela 7: Gradiente cromatográfico. 
Tempo (min) % A % B 
0 
90 10 
2 90 10 
2.1 55 45 
4 55 45 
8 15 85 
10 15 85 
10.1 5 95 
15 5 95 
15.1 90 10 
20 90 10 
A: Água com 5% de ácido fórmico.   









II. 3. Validação da metodologia analítica      
 A validação foi realizada para garantir que este método analítico é adequado para a 
determinação dos SSRIs em mexilhões. Os procedimentos de validação foram realizados 
abrangendo diferentes critérios de desempenho, tais como sensibilidade, os efeitos da 
matriz, exatidão e precisão.  
II. 3. 1. Sensibilidade   
 A sensibilidade do método é avaliada através dos limites de deteção (LD) e dos 
limites de quantificação método (LQ). Estes valores foram calculados através da curva de 
calibração na matriz com     
  
 
    e  10 
  
 
   , respetivamente, em que b é o declive da 
curva e o 
  
 
 é o desvio padrão residual da função linear.  
II. 3. 2. Linearidade  
 A linearidade é a capacidade do método em permitir a obtenção de resultados 
diretamente proporcionais à concentração da substância em análise (Ribani et al., 2004). 
 A linearidade foi estudada tendo em consideração as curvas de calibração das 
soluções padrão em solvente e as curvas de calibração preparadas com a matriz em estudo.  
 A curva de calibração das soluções padrão em estudo foi realizada utilizando níveis de 
concentração entre 50 ng mL-1 e 2,5 ng mL-1 para a FLU, norFLU, FLU-d5 e norFLU-d6. Para 
o estudo da linearidade em matriz, as concentrações de FLU, norFLU, FLU-d5 e norFLU-d6 
variaram entre 50 ng g-1 e 2,5 ng g-1. 
II. 3. 3. Exatidão e precisão  
 A exatidão é avaliada pela taxa de recuperação, ou seja, é a razão entre a quantidade 
de substância adicionada e a quantidade de substância recuperada.  
 Para avaliar a exatidão do método foram utilizadas amostras fortificadas com 50 ng g-
1, 25 ng g-1 e 5 ng g-1 de FLU, FLU-d5, norFLU e norFLU-d6 e amostras não fortificadas. As 
amostras foram analisadas em triplicado, nas mesmas condições analíticas. 
 A precisão intra-dia foi calculada através da média dos desvios padrões das 
percentagens de recuperação de cada dia. 
 A precisão inter-dia foi calculada através da média dos desvios padrões das 
percentagens de recuperação dos três dias.   




II. 4. RESULTADOS E DISCUSSÃO      
II. 4. 1. Otimização do procedimento de extração  
 Com o objetivo de otimizar a metodologia analítica, foram testados diferentes 
parâmetros do método de extração e purificação, tendo sido utilizada uma concentração de 
50 ng g-1. 
 O parâmetro primeiramente analisado foi o solvente de extração. Utilizaram-se três 
reagentes de extração, MeOH/ tampão ácido acético 0,1 M pH 3 (1:1), ACN em 0,1% de 
ácido fórmico e ACN:MeOH (1:1). Os melhores resultados foram obtidos com ACN em 
0,1% de ácido fórmico (tabela 7). 
 
II. 4. 2. Otimização da SPE 
 Para cada método de extração, foram testadas dois tipos de colunas, Oasis HLB (200 
mg/ 6cc) e Oasis MCX (200 mg/ 6cc) (tabela 8). A avaliação das colunas Oasis HLB foi 
baseada no estudo de Schultz e Furlong (2008). O extrato da amostra foi diluído em 80 mL, 
180 mL e 175 mL de água Milli Q em função de cada um dos diferentes reagentes de 
extração utilizados, para manter a proporção entre a fase aquosa e a ionizada do extrato 
adicionado à coluna de SPE. 
 A avaliação das colunas Oasis MCX foi testada em extrato da amostra sem diluição e 
com diluição em água Milli Q. Para cada método de extração foram testadas diluições de 5 
mL, 20 mL e 15 mL.  Os melhores resultados foram obtidos com as colunas Oasis MCX 
(200 mg/ 6cc), e com diluição de 20 mL de água Milli Q. A presença de água fez com que a 
passagem da amostra fosse mais lenta e, assim a retenção de compostos pela coluna foi 
maior. Para melhorar os resultados, a diluição foi aumentada para 40 mL de água Milli Q. 
 Para verificar se a proporção MeOH:H2O interferia aquando da redissolução dos 
extratos secos, procedeu-se à fortificação das amostras a 50 ng g-1 e 5 ng g-1 com a solução 
padrão preparada em MeOH:H2O (60:40 e 10:90). Verificou-se que para os níveis mais 
baixos de fortificação se obtiveram valores mais elevados de recuperação, redissolvendo em 
MeOH: H2O (10:90) (tabela 9).  
Tabela 8: Ensaios de otimização do método de extração e do método de SPE. 
Solvente de Extração Colunas Diluições Procedimentos Recuperação % 
MeOH/ 0,1 M tampão 
ácido acético pH 3 (1:1)  
Oasis HLB 
(200 mg; 6 
cc) 
80 mL H2O Acondicionamento: 5 mL MeOH; 5 mL H2O acidificada 
Amostra: 1 g adicionada de 1 mL de padrão (FLU, norFLU, FLU-
d5, norFLU-d6) a 50 ng mL
-1
 MeOH:H2O (60:40) 
Lavagem: 5mL MeOH acetato de amónia a 2% 
Eluição: 8 mL ácido acético em MeOH 
FLU- 71,79% 
FLU-d5- 75,65% 
norFLU – 69,60% 
norFLU-d6- 75,48 % 
Oasis MCX 
(200 mg; 6 
cc) 
-  
Acondicionamento: 5 mL MeOH; 5 mL H2O acidificada 
Amostra: 1 g adicionada de 1 mL de padrão (FLU, norFLU, FLU-
d5, norFLU-d6) 50 ng mL
-1
 MeOH:H2O (60:40) 
Lavagem: 2 mL HCl 0,1 N; 2 mL  MeOH a 5% em H2O 
Eluição: 4 mL MeOH; 4 mL NH4OH em MeOH 
FLU- 81,81% 
FLU-d5- 81,82% 
norFLU – 66,54% 
norFLU-d6- 83,88% 
Oasis MCX 
(200 mg; 6 
cc) 
5 mL H2O FLU- 77,28 % 
FLU-d5- 82,92 % 
norFLU – 71,33 % 
norFLU-d6- 80,17 % 
 
 
Tabela 8: Ensaios de otimização do método de extração e do método de SPE (continuação). 
Solvente de Extração Colunas Diluições Procedimentos Recuperação % 





180 mL H2O Acondicionamento: 5 mL MeOH; 5 mL H2O acidificada 
Amostra: 1 g adicionada de 1 mL de padrão (FLU, norFLU, FLU-
d5, norFLU-d6) a 50 ng mL
-1
 MeOH:H2O (60:40) 
Lavagem: 5mL MeOH acetato de amónia a 2% 
Eluição: 8 mL ácido acético em MeOH 
FLU- 70,92 % 
FLU-d5- 80,62% 
norFLU – 66,05 % 





Acondicionamento: 5 mL MeOH; 5 mL H2O acidificada 
Amostra: 1 g adicionada de 1 mL de padrão (FLU, norFLU, FLU-
d5, norFLU-d6) a 50 ng mL-
1
 MeOH:H2O (60:40) 
Lavagem: 2 mL HC l0,1 N; 2 mL MeOH a 5% em H2O 
Eluição: 4 mL MeOH; 4 mL NH4OH em MeOH 
FLU- 80,33 % 
FLU-d5- 82,61 % 
norFLU – 63,96 % 




20 mL H2O FLU- 85,71 % 
FLU-d5- 82,71 % 
norFLU – 69,20 % 
norFLU-d6- 83,31% 
 
Tabela 8: Ensaios de otimização do método de extração e do método de SPE (continuação). 





175 mL H2O Acondicionamento: 5 mL MeOH; 5 mL H2O acidificada 
Amostra: 1 g adicionada de 1 mL de padrão (FLU, norFLU, FLU-
d5, norFLU-d6) a 50 ng mL
-1
 MeOH:H2O (60:40) 
Lavagem: 5mL MeOH  acetato de amónia a 2% 
Eluição: 8 mL ácido acético em MeOH 
FLU- 85,30 % 
FLU-d5- 83,85 % 
norFLU – 61,09 % 





Acondicionamento: 5 mL MeOH; 5 mL H2O acidificada 
Amostra: 1 g adicionada de 1 mL de padrão (FLU, norFLU, FLU-
d5, norFLU-d6) a 50 ng mL-1 MeOH:H2O (60:40) 
Lavagem: 2 mL HCl 0,1 N; 2 mL  MeOH a 5% em H2O 
Eluição: 4 mL MeOH; 4 mL NH4OH em MeOH 
FLU- 75,36 % 
FLU-d5- 86,12 % 
norFLU – 71,06 % 




15 mL H2O FLU- 85,61 % 
FLU-d5- 85,74 % 
norFLU – 61,66 % 
norFLU-d6- 81,56 % 
 
 
Tabela 9: Ensaios de otimização do método de extração e do método de SPE. 
Solvente de 
Extração 
Fortificação  Colunas Diluições Procedimentos Recuperação % 











40 mL H2O 
 
Acondicionamento: 5 mL MeOH; 5 mL H2O acidificada 
Amostra: 1 g adicionada de 1 mL de padrão (FLU, 
norFLU, FLU-d5, norFLU-d6) a 50 ng mL-1 MeOH:H2O 
(60:40) 
Lavagem: 2 mL HCl 0,1 N; 2 mL  MeOH a 5%em H2O 
Eluição: 2 mL MeOH; 6 mL NH4OH em MeOH 
 
FLU- 80,73 % 
FLU-d5- 81,75 % 
norFLU – 67,99 % 







FLU-d5- 76,59 % 
norFLU – 67,56 % 







Tabela 9: Ensaios de otimização do método de extração e do método de SPE. (continuação) 
Solvente de 
Extração 
Fortificação Colunas Diluições Procedimentos Recuperação % 











40 mL H2O 
 
Acondicionamento: 5 mL MeOH; 5 mL H2O acidificada 
Amostra: 1 g adicionada de 1 mL de padrão (FLU, 
norFLU, FLU-d5, norFLU-d6) a 50 ng mL-1 MeOH:H2O 
(60:40) 
Lavagem: 2 mL HCl 0,1 N; 2 mL  MeOH 5% em H2O 
Eluição: 2 mL MeOH; 6 mL NH4OH em MeOH 
 
FLU- 79,05 % 
FLU-d5- 81,30 % 
norFLU – 70,78 % 






FLU- 79,29 % 
FLU-d5- 78,59 % 
norFLU – 65,07 % 
norFLU-d6 – 81,93 % 
 




II. 4. 3. Validação  
II. 4. 3. 1. Limites de deteção e limites de quantificação 
 Os limites de deteção (LD) obtidos foram de 0,69 ng g-1 para FLU e de 0,81 para 
norFLU (tabela 10). 
 Os limites de quantificação (LQ) obtidos foram de 2,09 ng g-1 para FLU e de 2,45 para 
norFLU (tabela 10).  
 
 Tabela 10: Limites de deteção e limites de quantificação para a FLU e a norFLU. 
 LD (ng g-1) LQ (ng g-1) 
FLU 0,69 2,09 
norFLU 0,81 2,45 
 
 
 II. 4. 3. 2. Linearidade  
 A avaliação da linearidade foi efetuada em solvente entre 2,5 e 50 ng mL-1, e com 
extratos de amostras fortificadas a 6 níveis de concentração que variaram entre 2,5 e 50 ng 
g-1. 
 A linearidade foi adequada tanto para o solvente como para a matriz, tendo-se obtido 
coeficientes de correlação de 0,9999 para a FLU e norFLU (figuras 2 a 5). 
 O efeito-matriz determinou-se dividindo a percentagem do declive da curva de 
calibração em matriz (B) pelo declive da curva em calibração em solvente (A). Assim, a razão 
(B / A × 100) foi definida como o efeito-matriz absoluto (ME%). O valor obtido foi 
interpretado da seguinte forma: o valor de 100% indica uma ausência de efeito-matriz, acima 
de 100% um aumento do sinal e abaixo de 100% uma supressão de sinal. Os resultados do 











Figura 2: Curva de calibração em solvente relativa à FLU. 
 
 
Figura 3: Curva de calibração em solvente relativa à norFLU. 
 
y = 0,0213x - 0,0072 

























y = 0,0333x - 0,0183 

































Figura 4: Curva de calibração na matriz relativa à FLU. 
 
 
Figura 5: Curva de calibração na matriz relativa à norFLU. 
 
II. 4. 3. 3. Exatidão e precisão  
 Os resultados das percentagens de recuperação nas amostras fortificadas foram 
semelhantes para a FLU e norFLU (tabela 11). Os melhores resultados foram obtidos na 
fortificação de 50 ng g-1, com valores superiores a 99%. Para a fortificação 5 ng g-1 as 
recuperações foram mais baixas, 90,55% para a FLU e 86,08% para norFLU.  
 Os valores mais altos de precisão intra-dia foram obtidos nos níveis de fortificação 5 
ng g-1 para a norFLU (2,3%). Quanto ao valor mais baixo destaca-se o nível de fortificação 25 
y = 0,021x - 0,0039 

























y = 0,0333x - 0,0198 






































ng g-1 para a norFLU (0,1%).  
 Em relação aos valores de precisão inter-dia, o valor mais alto verificou-se para a 
norFLU (3,1%) com nível de fortificação 5 ng g-1. O valor mais baixo foi o de 0,3% para a 
norFLU a 50 ng g-1.  
 
Tabela 11: valores relativos à exatidão e precisão da FLU e norFLU (n=3). 
 








5 90,55 0,2 3,1 
25 91,31 0,8 0,8 
50 99,76 0,7 0,6 
norFLU 
5 86,08 2,3 1,5 
25 95,68 0,1 1,2 
50 99,66 1,9 0,3 
 
II. 4. 4. Níveis de FLU e norFLU nas amostras 
 Das vinte amostras de controlo de mexilhão não foram detetados níveis de fluoxetina 
(tabela 12).  
 Para as amostras expostas durante 3 dias a 75 ng L-1 de FLU e norFLU os resultados 
mostram uma frequência de acumulação de 70% para FLU e 10% para norFLU. O resultado 
mais elevado é de 5,48 ng g-1 para a FLU. A concentração média para a FLU foi 3,61 ng g-1 
(tabela 13). 
 Para as amostras expostas durante 7 dias a 75 ng L-1 de FLU e norFLU os resultados 
mostram um aumento da frequência de acumulação para 80% para a FLU e 50% para a 
norFLU, sendo o resultado mais elevado de 7,81 ng g-1 para a FLU e 7,18 ng g-1 para a 
norFLU. A concentração média para a FLU foi de 5,54 ng g-1 e para a norFLU de 5,69 ng g-1 
(tabela 13). 
 Para as amostras expostas durante 15 dias a 75 ng L-1 de FLU e norFLU os resultados 
mostram uma frequência de acumulação de 100% para FLU e para a norFLU. O resultado 
mais elevado para a FLU foi 24,81 ng g-1 e para a norFLU foi 24,10 ng g-1. As concentrações 
médias foram de 9,31 ng g-1 e 11.65 ng g-1 para FLU para norFLU, respetivamente (tabela 13). 




 São poucos os estudos realizados para detetar e quantificar FLU e norFLU em 
mexilhões. Em um estudo realizado por Hazelton et al. (2013) em mexilhões, as frequências 
de acumulação de FLU foram de 84%. Outro estudo em que os mexilhões foram expostos a 
fluoxetina durante 72 horas a concentrações entre 0,64 e 400 µg L-1, os valores de 
frequência de acumulação oscilaram entre 62,5% e 86,3% (Nentwig, 2007). 
 Os estudos que avaliam a presença de FLU e norFLU em mexilhões são escassos. 
Existem mais estudos sobre a presença destes compostos em peixes.   
 Chu e Metcalfe (2007) estudaram presença de FLU em peixe. Depois de otimizarem 
o método, as recuperações foram superiores a 85%. As análises mostraram que a norFLU 
estava presentes nos tecidos dos peixes em concentrações de 0,37 ng g-1. 
 Paterson e Metcalfe (2007) avaliaram a presença de FLU em peixes. Os peixes 
estiveram durante 7 dias a uma concentração de 0,64 mg L-1 de FLU. A frequência de 
acumulação foi de 74% e 80% para FLU e norFLU. 
 Num estudo em peixes, realizado por Brooks et al. (2005) para detetar FLU e 
norFLU, foram observados resultados para norFLU de 0,11 µg g-1 a 10,27 µg g-1. As 













Tabela 12: Resultados obtidos nas amostras controlo de mexilhão (ng g-1). 
Amostra FLU norFLU 
Controlo T0 
C0t0 #1 ND ND 
C0t0 #2 ND ND 
C0t0 #3 ND ND 
C0t0 #4 ND ND 
C0t0 #5 ND ND 
Frequência – – 
Intervalo – – 
Média ± SD – – 
Controlo T3 
C1t0 #1 ND ND 
C1t0 #2 ND ND 
C1t0 #3 ND ND 
C1t0 #4 ND ND 
C1t0 #5 ND ND 
Frequência – – 
Intervalo – – 
Média ± SD – – 
Controlo T7 
C2t0#1 ND ND 
C2t0 #2 ND ND 
C2t0 #3 ND ND 
C2t0 #4 ND ND 
C2t0 #5 ND ND 
Frequência – – 
Intervalo – – 
Média ± SD – – 
Controlo T15 
C3t0 #1 ND ND 
C3t0 #2 ND ND 
C3t0 #3 ND ND 
C3t0 #4 ND ND 
C3t0 #5 ND ND 
Frequência – – 
Intervalo – – 
Média ± SD – – 
  




Tabela 13: Resultados obtidos nas amostras de mexilhão expostas a FLU 75 ng L-1. 
Amostra Fluoxetina Norfluoxetina 
FLU T3 
IC – E1t3 # 1 ND ND 
IC – E1t3  # 2 ND ND 
IC – E1t3  # 3 3,11 ND 
IC – E1t3 # 4 4,44 ND 
IC – E1t3 # 5 2,52 ND 
IC – E1t3 # 6 5,48 ND 
IC – E1t3 # 7 3,44 ND 
IC – E1t3 # 8 2,68 3,06 
IC – E1t3 # 9 ND ND 
IC – E1t3 # 10 3,63 ND 
Frequência 70 % 10 % 
Intervalo 2,52 – 5,48 – 
Média ± SD 3,61±1,04 – 
FLU T7 
IC – E2t7 #1 3,25 ND 
IC – E2t7 #2 ND ND 
IC – E2t7 #3 7,81 4,53 
IC – E2t7 #4 5,25 7,18 
IC – E2t7 #5 4,39 4,82 
IC – E2t7 #6 4,26 6,61 
IC – E2t7 #7 6,45 ND 
IC – E2t7 #8 5,85 5,33 
IC – E2t7 #9 ND ND 
IC – E2t7 #10 7,06 ND 
Frequência 80 % 50% 
Intervalo 3,25 – 7,06 4,53 – 7,18 
Média±SD 5,54±1,54 5,69±1,15 
FLU T15 
IC – E3t15 #1 9,97 10,71 
IC – E3t15 #2 9,04 13,29 
IC – E3t15 #3 2,86 6,19 
IC – E3t15 #4 10,64 11,65 
IC – E3t15 #5 6,82 7,83 
IC – E3t15 #6 10,58 12,05 
IC – E3t15 #7 23,81 24,10 
IC – E3t15 #8 2,52 5,44 
IC – E3t15 #9 8,55 12,08 
IC – E3t15 #10 8,29 13,16 
Frequência 100 % 100% 
Intervalo 2,52 – 23,81 5,44 – 24,10 
Média±SD 9,31±5,87 11,65±5,21 
  




Conclusão            
 
 Foi desenvolvido e validado um método analítico para a determinação de fluoxetina e 
norfluoxetina. Os melhores resultados de recuperação foram verificados com o solvente de 
extração ACN e 0,1% de ácido fórmico. As colunas Oasis MCX apresentaram melhores 
resultados de recuperação do que as colunas Oasis HLB. A preparação da solução padrão 
em MeOH:H2O (10:90) foi mais eficiente do que em MeOH:H2O (60:40). 
 Com o método otimizado, as recuperações oscilaram entre 67,56 %, para norFLU a 
50 ng mL-1, e 82,29 %, para norFLU-d6 a 5 ng ml-1. 
 Os resultados para as amostras expostas durante 3 dias a 75 ng L-1 de fluoxetina 
mostram uma concentração média de 3,61± 1,04 ng g-1 para FLU e 5,69± 1,15 ng g-1 para 
norFLU. Para as amostras expostas durante 7 dias a média de concentração foi de 5,54 ± 
1,54 ng g-1 para a FLU e de 5,69± 1,15 para os norFLU. Os valores de concentração média 
para os 15 dias de exposição foram de 9,31± 5,87para a FLU e 11,65 ± 5,21 para a norFLU. 
 É de extrema importância a continuação destes estudos para uma melhor avaliação 
da contaminação de bivalves, de modo a garantir a segurança alimentar. 
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